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Vorrichtung xind Verfahren zur Aufbereitung Biopolymer-hal ti- 
ger Pliissigkeiten 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur 
kontaminationsfreien Aufbereitung Biopolymer-haltiger Proben- 
fliissigkeiten. 

Der Nachweis von Bippolymeren, wie DNA, RNA, Proteinen und 
dgl . , ist in der medizinischen Diagnostik und Umweltanalytik 
von standig steigender Bedeuttmg. Die Biopolymere liegen in 
den natiirlichen Probenf IGssigkeiten wie z. B. Blutproben hau- 
f ig in einer Form vor, die fur einen direkten Nachweis der 
Biopolymere ungeeignet sind. Daher ist eine Probenvorberei- 
tiang notwendig, die Biopolymere einer Analyse zuganglich 
macht. Durch eine Probenvorbereitung kSnnen 2. B. Biopolymere 
von den Nachweis der Biopolymere storenden Stoffen abgetrennt 
werden, weiterhin konnen die Biopolymere z. B. durch Auf- 
schluss von Zellen freigesetzt werden oder aus verdunnten 
Flussigkeiten konzentriert werden und somit einer Analyse zu- 
ganglich gemacht werden. Z. Zt . erfordern die herkommlichen 
Verfahren der Probenvorbereitung eine Vielzahl manueller 
Schritte, zu deren Durchfuhr^ing Fachpersonal notwendig ist. 
Dies macht den Nachweis der Biopolymere aufwandig und teuer. 
Weiterhin ist bei einer manuellen Probenvorbereitung eine 
Kontamination der Probe nicht ausgeschlossen. Daruber hinaus 
kann bei den gebrauchlichen Verfahren eine Freisetzung von 
gefahrlichem Material, wie 2. B. Viren und Bakterien, in die 
Umwelt nicht ausgeschlossen werden. 

Die US 6,440,725 Bl beschreibt eine Vorrichtvmg zur Aufberei- 
tung Nukleinsauren enthaltender Proben. Dabei wird die Probe 
in einer Kammer.zum Aufschluss der die Nukleinsauren enthal- 
tenden Zellen mit Ultraschall behandelt. Zum Abtrennen der 
Zellbruchstucke wird die Plxissigkeit anschlieSend durch einen 
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Filter gedruckt. Dabei kommt es nachteiligerweise mitunter 
zur Verstopfung des Filters. 

Die WO 00/75623 Al beschreibt eine Vorrichtung sowie ein Ver- 
fahren zur Extraktion von Biomolekulen aus einer Fliissigkeit. 
Mit der vorgeschlagenen Vorrichtung soil ' insbesondere das 
Problem des Zusetzens eines Filters vermieden warden. Es wird 
dazu eine Spritze vorgeschlagen, in der ein Filtermaterial 
aufgenommen ist. Die Porositat des Filtermaterials ist so 
eingestellt, dass es durch Zellbruchstucke nicht verstopft 
werden kann. Das Filtermaterial ist femer so ausgefuhrt, 
dass beim Durchsaugen der Plussigkeit DNA daran gebunden 
wird. Die vorgeschlagene Vorrichtung ist in vielfacher Hin- 
sicht nachteilig. Es kann auch hier zum Verstopfen des Fil- 
ters kommen. Femer ist zur Durchfiihrung des Verfahrens ein 
durch die Spritze vorgegebenes Mindestvolumen erf orderlich. 
Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass die an das Filter- 
material gebundenen Biopolymere beim Herausdrvicken der Fliis- 
sigkeit aus der Spritze zum Teil wieder gelost wei:den. 
SchlieSlich ist es mit der vorgeschlagenen Vorrichtung nicht 
moglich, in der Plussigkeit enthaltene Zellen automatisch 
aufzuschlieSen. Der Aufschluss muss- in einem gesonderten vor- 
geschalteten Schritt erfolgen. 

Das US-Patent 6,197,595 Bl und die dazu korrespondierende US- 
Patentanmeldung 2001/0036672 Al betreffen ein Verfahren zum 
PQhren einer flussigen Probe in einem miniaturisierten 
Pluidsystem. Das miniaturisierte Fluidsystem umfasst zumin- 
dest eine erste und eine zweite Kammer, die zur Herstellung 
einer Fliissigkeitsverbindung mit einem Kanal verbunden sind. 
in der Fliissigkeitsverbindung sind mlndestens ein erstes und 
ein zweites steuerbares Ventil angeordnet . Zum Bewegen der 
Plussigkeit in dem Fluidsystem ist eine Dber- und/oder Unter- 
druckquelle vorgesehen. Durch geeignete Steuerung der Ventile 
kann wiederkehrend tiber- und/oder Unterdruck auf die FlCissig- 
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keit ausgeubt und damit Flussigkeit von einer in die nachste 
Kammer bewegt werden. Als Uber- und/oder Unterdruckquelle 
. wird eine Membranpumpe verwendet, mit der samtliche Kammem 
verbunden sind.- Als Alternative werden auch eine Gasuber- 
. 5 druckvorrichtung und eine Vakuumvorrichtung genannt • Das nach 
dem Stand der Teahnik bekannte miniaturisierte Fluidsystem 
ist aufwandig herzustellen. In jedem Fall mussen zur Druck-- 
steuerung mehrere steuerbare Ventile vorgesehen sein. Abgese- 
hen davon, kotnmt es bei einer Erzeugung mitt els Gasiiberdruck 
10 unerwiinschterweise dazu, dass sich Gas in der Probe oder in 

den Analyseflussigkeiten lost. Zum Entgasen der Flussigkeiten 
muss infolgedessen eine besondere Entgasungskammer vorgesehen 
werden. Abgesehen davon, ist ein Bewegen der Flussigkeit mit- 
tels Gasuberdruck durch das miniaturisierte Fluidsystem in- 
15 folge der Kompressibilitat von Gasen nicht besonders exakt, 
SchlieSlich ist es bei dem miniaturisierten Fluidsystem nach 
dem Stand der Technik erf orderlich, fur jede Reaktion eine 
besondere Kammer vorzusehen. Die Probe wird zur Bearbeitung 
von einer Kammer in die nachste Kammer bef ordert . Das Vorse- 
20 hen einer Vielzahl von Kammern erf ordert einen hohen Herstel- 
lungsauf wand . 



30 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere 
eine Vorrichtung und ein Verfahren angegeben werden, mit de- 
nen zuverlSssig und automatisiert eine Aufbereitung Biopoly- 
mer-haltiger Flussigkeiten m6glich ist. Das Verfahren soli 
insbesondere so angelegt sein, dass eine Kontamination der 
Probe und der Umwelt weitestgehend ausgeschlossen ist. 

Diese . Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 26 
gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 25 und 27 bis 43. 
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Nach Maggabe der Erfindung ist eine Vorrichtung zur kontami- 
nationsfreien Aufbereitung Biopolymer-haltiger Probenf lussig- 
keiten vorgesehen, mit einer ersten und einer zweiten Katnmer, 
die HhBX einen Kanal ■ verbunden sind, wobei die erste Kammer 
ein Mittel zum reversiblen Verandern ihres Volumens und die 
zweite Kammer ein reversibel veranderbares Volumen 'aufweist , 
wobei ein mit dem Kanal oder einer der Kammern verbundener 
Anschluss zum Beladen der ersten oder der zweiten Kammer mit 
einer Probenf Ifissigkeit vorgesehen ist und wobei die Kammern 
iind der Kanal als Einwegvorrichtung ausgebildet sind. 

Die vorgeschlagene Vorrichtung erm6glicht eine automatisierte 
Aufbereitung Biopolymer-haltiger Flussigkeiten. Sie gewShr- 
leistet insbesondere eine kontaminationsf reie Aufbereitung 
der Probenf likssigkei ten. Die Kontaminationsf reiheit wird ge- 
wahrleistet durch die nach aufien hin geschlossenen Kammern, 
die lediglich innerhalb des gemeinsamen Geh^uses uber einen 
Kanal verbunden sind. Die Vorrichtung ist zur Erleichterung 
einer kontaminationsf reien Verf ahrensweise als Einwegvorrich- 
tung, ausgebildet, d.h. sie wird nach der Aufbereitung der 
jeweiligen Probenf lussigkeit verworfen. Dabei konnen die 
nicht weiterverwandten Flussigkeitsvolumina innerhalb der 
Vorrichtung verbleiben. Dadurch wird eine mogliche Kontamina- 
tion der Umwelt mit eventuell in der Probe vorhandenen ge- 
fahrlichen Stoffen vermieden. Die Vorrichtung weist keinen 
Filter aiif . Es kann nicht zur Verstopfung kommen. Eine zuver- 
lassige automatisierte Aufbereitung ist damit sicher ge- 
stellt . 



Bei der vorgeschlagenen Vorrichtung wird die Fliissigkeit. 
durch einfaches Andem des Volumens der Kammern von einer 
Kammer in die nachste transportiert . Die Flussigkeit kann 
daruber hinaus durch reversibles Andem des Volumens der Kam- 
mern wiederholend von der ersten in die zweite Kammer und zu- 
r^ick bewegt werden. Zum Bewegen der Flussigkeit mittels re- 
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versibler Volumenanderung der Kammern ist es nicht erforder- 
•lich, besondere steuerbare Ventile vorzusehen. Iln Gegensatz 
zu den nach dem Stand der Technik bekannten zentralen Uber- 
und/oder Unterdruckvorrichtung und steuerbaren Ventile sind 
nach dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Kammern so 
ausgebildet, dass ihr Volumen anderbar ist. Durch eine 'geeig- 
nete VergroSerung xind Verkleinerting der Volumen der Kammern 
ist eine exakte Bewegung der Fliissigkeit innerhalb des Sy- 
stems ohne groSen Aufwand moglich. Dabei wird insbesondere 
ein xanerwunschter Gaseinschluss vermieden. Besondere Entga- 
sungskammern sind nicht erforderlich. Die vorgeschlagene Vor- 
richtung kann relativ wenige Kammern aufweisen. Ein und die- 
selbe Kamraer kann mehrfach fiir unterschiedliche Reaktionen 
verwendet werden. Die Kammern konnen je nach durchzufOhrender 
Reaktion auf ein bestimmtes maximales Volumen eingestellt 
werden . 



Unter Biopolymer-haltigen Probenf lussigkeiten werden Flvissig- 
keiten verstanden, in denen Biopolymere wie DNA, RNA, Protei- 
ne und dgl . enthalten sind. Die Biopolymere konnen dabei in 
freier Form in der Probenf liissigkeit vorliegen oder z. B. in 
Zellen enthalten sein. Sie konnen aber auch von anderem orga- 
nischen Material umgeben sein. 

Eine Karamer mit einem reversibel veranderbaren Volumen kann 
beispielsweise aus einem elastischen Material, wie einem Gum- 
miballon, hergestellt sein. Wenn in eine solche Kammer xanter 
einem Uberdruck eine Fliissigkeit gefiihrt wird, so entladt 
sich die Fliissigkeit bei Entspannen des Oberdrucks infolge 
der elastischen Kontraktion des Gummiballons . Eine vollstan- 
dige Entleerung der Kammer kann durch Zusammendriicken des 
Gummiballons erfolgen. Dazu kann ein Mittel zum reversiblen 
Verandem des Volumens vorgesehen sein. Es kann sich dabei urn 
einen Stempel oder dgl. handeln. Bei einer konstruktiv rela- 
tiv einfach herstellbaren Vorrichtung weisen samtliche Kam- 
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mem ein Mittel zum reversiblen Andern ihres Volumens auf . ' 
Damit kann die Flussigkeit in der Vorrichtung beliebig ge- 
fiihrt warden. Das Vorsehen besonderer Ventile ist dazu nicht 
erforderlich. 

Die Einwegvorrichtung kann ein nach Art einer Einwegkassette 
ausgebildetes GehSuse aufweisen, welches vorzugsweise aus 
Kunststoff hergestellt ist. Das Gehause kann einstiickig aus- 
gebildet sein. 



Nach einer weiteren Ausgestaltung ist die erste Kammer als 
erster Zylinder ausgefuhrt, und das Mittel zum Verandern des 
Volumens ist ein im ersten Zylinder gefuhrter erster Kolben. 
Die zweite Kammer kann als zweiter Zylinder mit einem darin 
gefuhrten zwe it en Kolben ausgefuhrt sein. Die Kolben kdnnen 
gegen ein vollstandiges Herausziehen aus den Zylindem mecha 
nisch gesichert sein. Dazu konnen z. B. am Offnungsrand der 
Zylinder Rastzungen oder ein umlaufender Wulst vorgesehen 
sein. ZweckmalSigerweise off nen sich der erste \ind der zweite 
Zylinder zum Rand des Gehauses hin, so dass die Kolben von 
auSen her betatigbar sind. Das ermoglicht einen Einsatz der 
Vorrichtung in einer automat ischen Stelleinrichtimg, in der 
die Kolben z. B. mit Linearstellelementen gemafi einem vorge- 
gebenen Programm automat isch betatigt werden. 

Nach einer vorteilhaf ten Ausgestaltung erstreckt sich von ei 
nem- dem ersten Kolben gegeniiberliegenden Ende des ersten Zy- 
linders ein erster Kanal, der mit einem am Gehause vorgesehe 
nen ersten Anschluss verbunden ist. Femer kann sich von ei- 
30 nem dem zweiten Kolben gegeniiberliegenden Ende des zweiten 
Zylinders ein zweiter Kanal erstrecken, der mit dem ersten 
Kanal oder der ersten Kammer verbunden ist. 

Nach einer Ausgestaltung ist am Gehause ein mit dem zweiten 
35 Kanal in Verbindung stehender zweiter Anschluss vorgesehen. 
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Das Vorsehen eines zweiten Anschlusses ermoglicht es, die 
aufbereitete Probenf lussigkeit durch den zweiten Anschluss zu 
entladen. Damit wird vermieden, dass die aufbereitete Proben- 
f lussigkeit durch am ersten Anschluss z. B. beim Beladen ver- 
bliebene Kontaminationen verianreinigt wird. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann mindestens eine weite- 
re Kammer mit einem, vorzugsweise reversibel, veranderbaren 
Volumen vorgesehen sein, die uber den ersten oder zweiten Ka- 
nal mit der ersten und/oder zweiten Kammer verbunden ist. Die 
weitere Kammer kann als ein im Gehause vorgesehener weiterer 
Zylinder mit einem darin gefuhrten weiteren Kolben ausgebil- 
det sein, der an einem dem weiteren Kolberi gegenuberliegenden 
Ende einen weiteren Kanal aufweist, der mit dem ersten 
und/oder zweiten Kanal verbunden ist. Das Vorsehen einer wei- 
teren Kammer in Verbindting rait dem ersten und/oder zweiten 
Kanal ermoglicht das Vorlegen von zur Durchfuhrung der Aufbe- 
reitung erf order lichen Losungen. 

Vorteilhaf terweise liegen die Achsen der Zylinder in einer 
Ebene. Die Achsen der Zylinder konnen insbesondere parallel 
angeordnet sein. Das vereinfacht die Ausfuhrung einer Ein-- 
richtung zur automat ischen Betatigxing der Kolben. 

Nach einer besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung ist in einer 
der Kammern eine Flussigkeit zum Aufschliefien von die Biopo- 
lymere enthaltender organischer Substanz, insbesondere Zel- 
len, aufgenommen. Ferner konnen in einer der Kammern magnet i- 
sche Partikel aufgenommen sein, die an ihrer Oberflache Bio- 
polymere binden konnen.. Die magnetischen Partikel weisen 
zweckmaSigerweise einen Durchmesser im Bereich von 50 nm bis 
50 ixm, vorzugsweise 200 nm bis 20 /im, auf • Solche magneti- 
schen Partikel sind auch unter dem Begriff "magnetic beads" 
bekannt . 
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Der Durchmesser der magnetischen Partikel ist zweckmasiger- 
weise kleiner als ein Durchmesser der Kanale, so" dass die ma- 
gnetischen Partikel durch die Kanale bewegbar sind. Damit 
wird eine Verstopfung der Kanale bei einem Hin- und Herpumpen 
der Probenfliissigkeit vermieden. ZweckmaSigerweise ist ein 
Verhaltnis des Durchmessers der magnetischen Partikel zum 
Durchmesser des Kanals/der Kanale kleiner als 1:5, vorzugs- 
weise kleiner als 1:10, besonders vorzugsweise kleiner als 



1:50. 



In einer der Karamem kann eine Elutionsf l^issigkeit aufgenom- 
men sein. Pemer kann in mindestens einer der Kammem eine 
Waschfldssigkeit aufgenommen sein. Es ist auch moglich, dass 
in verschiedenen Kammem verschiederie Waschf liissigkeiten oder 
Waschpuffer vorgelegt sind. Das Vorsehen von verschiedenen. 
zum Aufbereiten der Probenfliissigkeit erforderlichen Fliissig- 
keiten sowie der magnetischen Partikel vereinfacht die Aufbe- 
reitung. Die Fliissigkeiten mussen nicht erst in die Vorrich-' 
tung eingefullt werden. Es ist lediglich erf orderlich, der 
Vorrichtung die auf zubereitende Probenfliissigkeit zuzufiihren. 
Aus der Vorrichtung kann dann die fertig aufbereitete Probe 
abgegeben werden. 



Nach einer weiteren Ausgestaltung konnen der/die Anschluss/ 
Anschliisse jeweils mit einem Verschluss verschlossen sein. 
Der/die Anschluss/Anschliisse konnen des Weiteren jeweils mit 
einem Ventil versehen sein. Bei dem Verschluss kann es sich. 
urn ein Septum handeln, das beispielsweise mit einer Kaniile 
einer die auf zubereitende Probenfliissigkeit enthaltenden In- 
jektionsspritze durchstochen werden kann. Bei geschlossenem/n 
Anschluss/Anschlussen sind die Kammem zweckmSSigerweise gas- 
und fliissigkeitsdicht gegeniiber der Umgebung abgeschlossen. 
Damit wird eine. kontaminationsf reie Aufbereitung der Proben- 
flussigkeit sichergestellt . 
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Nach einer weit.eren Ausgestaltung weist das Gehause ein Mit- 
tel zum Anbringen in einer' korrespondierenden Aufnahme einer 
Einricht;ing zum automat ischen Andern des Volumens mindestens 
einer der Karamern auf . Bei dem Mittel kann es sich um eine 
5 Ausnehmiing, um einen Vorsprung oder dgl. handeln, die/der mit 
einer korrespondierenden Struktur in der Aufnahme zusammen- 
wirkt. Das Mittel kann ein Verrasten der Vorrichtung ermogli- 
chen. Eine solche Rastverbindung kann schnell gelost werden. 
Es sind dazu keine Werkzeuge erforderlich. 

•Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum 
kontaminationsfreien Aufbreiten Biopolymer-haltiger Proben- 
fliissigkeiten mit einer erf indtongsgemafien Vorrichtung mit 
folgenden Schritte vorgesehen: 

15 

Einfuhren eines vorgegebenen Volumens der Probenf Kissigkeit 
durch den ersten Anschluss in die erste oder die zweite Ram- 
mer, 

20 Unterbrechung einer durch den ersten Anschluss gerichteten 
Str6mung, 

^^^^ Hin- und Herbewegen der Probenf liissigkeit zwischen der ersten 
^^^P und der zweiten Kammer, so dass die Probenf liissigkeit mit ma- 
■^^F gnetischen Partikeln gemischt, und die in der Probenf liissig- 
keit enthaltenen Biopolymere an die magnetischen Partikel ge- 
bunden werden, 

Entladen der Biopolymere iiber einen Anschluss. 

30 

Das vorgeschlagene Verfahren ermdglicht zuverlassig eine au- 
tomatische Aufbereitung Biopolymer-haltiger Probenf liissigkei- 
ten. Nach der Unterbrechung der durch den ersten Anschluss 
gerichteten Stromung wird die Probenf lussigkeit durch den die 
35 beiden Kammem verbindenden Kanal bewegt. Dazu wird das Volu- 
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men der ersten Kammer verkleinert und gleichzeitig itn selben 
AtismaS das Volumen der zweiten Kammer vergroSerf . Eine Konta- 
mination oder ein Gasanschluss sind ausgeschlossen. Die Kam- 
mern und der Kanal bilden ein in sich abgeschlossenes System. 
Die Bewegung der Plussigkeiten im System erfolgt jeweils 
durbh eine Volumenanderung der miteinander korrespondierenden 
Kammern . 

ZweckmalSigerweise konnen vor dem Einfuhren eines vorgegebenen 
Volumens der Probenf liissigkeit s^mtliche KanSle der Vorrich- 
tung blasenfrei mit Flussigkeit, beispielsweise mit destil- 
liertem Wasser, gefullt werden. Nach dem Einfuhren der Pro- 
benf liissigkeit wird die Vorrichtung zweckmaSigerweise fliis- 
sigkeitsdicht geschlossen. So kann eine Kontamination wahrend 
der Aufbereitung sicher vermieden werden. 

Das Abtrennen der Biopolymere erfolgt nach dem erf indungsge- 
maSen Verfahren unter Verwendung frei in der Probenf liissig- 
keit beweglicher magnetischer Partikel. Das ermoglicht eine 
Automatisierung des Verf ahrens . Ein Zusetzen der nach dem 
Stand der Technik bekannten Filter wird sicher vermieden. 

Zum Unterbrechen einer durch den ersten Anschluss gerichteten 
Stromung ist es nicht unbedingt erforderlich, den ersten An- 
schluss 2u sperren. Es geniigt, dass mit dem ersten Anschluss 
ein mit einer Pliissigkeit gefiillter geschlossener Behalter, 
2.B. eine Injektionsspritze, .verbunden und dessen Volumen 
konstant gehalten wird. In diesem Pall konnen zwar Molekule 
bedingt durch die Diffusion durch den Anschluss gelangen; ei- 
ne gerichtete, d.h. aus oder in die Kammer weisende, Stromung 
ist gleichwqhl unterbunden. 

Bei den Biopolymeren kann es sich urn Nukleins^uren handeln. 
Die Biopolymere konnen ilber den ersten Anschluss oder den 
zweiten Anschluss entladen werden. Ein Ent laden Qber den 
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zweiten Anschluss ist bevorzugt . Eine Verunreinigung durch im 
ersten Anschluss verbliebene Probenf lussigkeit kann damit 
vermieden werden. Die Biopolymere konnen je nach Bedarf ge- 
bunden an die magnetischen Partikel oder getrennt von den ma- 
gnetischen Partikeln ent laden werden. 

Nach einer besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung sind die ma- 
gnetischen Partikel in einer der Kammem vorgelegt. Damit 
entf allt .ein gesondertes Bereitstellen der magnetischen Par- 
tikel. Die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination wird damit 
verringert . 

Besonders einfach lasst sich das Verfahren automatisieren, 
wenn die Probenf lussigkeit durch abwechselndes Vergrofiern und 
Verkleinem des Volumens der ersten Kammer hin- und herbewegt 
wird. Die Probenf lussigkeit kann z. B. durch abwechselndes 
Drucken des ersten und zweiten Kolbens hin- und herbewegt 
werden. In diesem Fall sind zum Bewegen der Kolben lediglich 
von auSen in das Gehause eingreifende Druckstangen erforder- 
lich. Die Kolben miissen zum Hin- und Herbewegen der Flussig- 
keit insbesondere nicht gezogen werden. 

Nach einer Ausgestaltung wird die Probenf lussigkeit zum Auf- 
schlieSen mit einer, vorzugsweise in einer der Kammern vorge- 
legten, Flussigkeit zum AufschlieSen gemischt. Alternativ da- 
zu kann die Probenf lussigkeit zum Auf schliefien auch mit Ul- 
traschall behandelt werden. 

Nach einer weiteren Ausgestaltting werden die magnetischen 
Partikel mit den daran gebundenen Biopolymeren durch Erzeugen' 
eines Magnet f elds in einem vorgegebenen Abschnitt einer, vor- 
zugsweise der ersten oder zweiten, Kammer gehalten und dann 
eine um den an die" magnetischen Partikel gebundenen Anteil 
der Biopolymere verarmte Restf lussigkeit aus der betreffenden 
Kammer zu einem wesentlichen Teil entfernt. Damit kann auf 
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einfache Weise .eine Anreicherung der an den magnetischen Par- 
tikeln haftenden Biopolymere erreicht werden. 

Der vorgegebene Abschnitt befindet sich zweckmaSiger an einer 
Position, an der beim Bewegen der Fliissigkeit zwischen der 
ersten und zweiten Kammer starke Stromungen und Verwirbelun- 
gen auftreten. Besonders gut dafiir ist ein Abschnitt in der 
Nahe der Offnung eines Kanals geeignet. Dort wird eine starke 
Verwirbelung der Part ikel erreicht, welche ein effektives Wa- 
s.chen der P.artikel und eine effektive Elution der Biopolymere 
ermoglicht. 



Nach einer weiteren Ausgestaltung kann eine in einer weiteren 
Kammer vorgelegte Waschf lussigkeit mit den magnetischen Par- 
tikeln, vorzugsweise durch Hin- und Herbewegen der Waschf lus- 
sigkeit zwischen der Kammer und der weiteren Kammer gemischt 
werden. In diesem Fall k6nnen die magnetischen Partikel durch 
erneutes Erzeugen eines Magnetfelds in dem vorgegebenen Ab- 
schnitt gehalten und dann die Waschf lussigkeit aus der be- 
treffenden Kammer zu einem wesentlichen Teil entfernt werden. 
Das ermoglicht eine weitere Aufreinigung der an den magneti- 
schen Partikeln gebundenen Biopolymere. Es kann damit vor- 
teilhafterweise auch eine Abtrennung von PGR- Inhibitoren er- 
reicht werden. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal kann eine in einer 
weiteren Kammer bereitgehaltene Blutionsf Ixissigkeit mit den 
magnetischen Partikeln, vorzugsweise durch Hin- und Herbewe- 
gen der Elutionsfiassigkeit zwischen der Kammer und der wei- 
teren Kammer, gemischt werden. Es konnen wiederum die magne- 
tischen Partikel durch erneutes Erzeugen eines Magnetfelds in 
dem vorgegebenen Abschnitt gehalten und dann die die Biopoly- 
mere enthaltende Elutionsf lussigkeit aus der betreffenden 
Kammer zu einem wesentlichen Teil entfernt und fiber einen An- 
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schluss aus der Vorrichtung entladen werden. In der Elutions- 
flussigkeit liegen die Biopolymere extrahiert . vdr . 

Die Elutionsfliissigkeit kann zum Nachweis der darin enthalte- 
nen Biopolymere verwendet werden. Es ist insbesondere mog- 
lich, die Elutionsfliissigkeit ohne weitere manuelle Tatigkeit 
automatisch einer herkommlichen Vorrichtung zum automat ischen 
Nachweis von Biopolymeren zuzufuhren. Die Konzentration der 
in der entladenen Elutionsfliissigkeit enthaltenen Biopolymere 
kann wesentlich hoher sein als die in der Probenf IGssigkeit . 
Die Elutionsfliissigkeit ist frei von den Nachweis der Biopo- 
lymere storenden Stoffen. 

Nach einem weiteren Ausgestaltiingsraerkmal konnen zu verwer- 
fende Proben-/Rest-/Waschf lussigkeit oder die magnetischen 
Partikel in einer der weiteren Kammern gesammelt \md nach dem 
Entladen, vorzugsweise zusammen mit dem Gehause, verworfen 
werden . 

Nachfolgend werden Ausf lihrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung naher erlautert, Es zeigen: 

Fig- 1 eine erste Vorrichtung, 

Fig. 2 eine zweite Vorrichtung und 

Fig. 3a - h ein erf indungsgemaSen Verfahren anhand einer 
dritten Vorrichtung. 

In Fig. 1 ist in Draufsicht sowie in Querschnittsansichten 
eine erste Vorrichtung gezeigt. In einem aus einem transpa- 
renten Kunststoff hergestellten Gehause 1 sind ein erster Zy- 
linder 2 und ein zweiter Zylinder 3 vorgesehen. Im ersten Zy- 
linder 2 ist ein erster Kolben 4 und im zweiten Zylinder 3 
ein zweiter Kolben 5 verschiebbar aufgenommen. Die Kolben 
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konnen mit Kolbenstangen versehen sein. Es ist aber auch mog- 
lich, dass die Kolben lediglich zylindrisch ausgebildet sind, 
d.h. es sind die Kolbenstangen weggelassen. Die Kolben 4, 5 
konnen z. B. aus Gummi oder Kunststoff hergestellt sein. sie 
dichten die damit abgeschlossenen Kammern zuverlassig gegen- 
uber der Umgebung gegen das Eindringen von Kontaminationen 
ab. Der erste 4 und der zweite Kolben 5 bilden zusatnmen mit 
dem ersten 2 und zweiten Zylinder 3 eine erste und eine zwei- 
te Kammer, deren Volumen veranderbar ist. Von einem dem er- 
sten Kolben 4 gegenuberliegenden Ende des ersten Zylinders 2 
erstreckt sich ein erster Kanal 6, der in einen am Rand des 
Gehauses 1 vorgesehenen ersten Anschluss 7 miindet. Von einem 
dem zweiten Kolben 5 gegeniiberliegenden Ende des zweiten Zy- 
linders 3 erstreckt sich ein zweiter Kanal 8, der in einen 
zweiten Anschluss 9 am Rand des Gehauses 1 mundet. Der zweite 
Kanal 8 ist uber einen Verbindungskanal 10 mit dem ersten Zy- 
linder 2 und iiber den ersten Zylinder 2 mit dem ersten Kanal 
6 verbunden. In der Verbindung zwischen der ersten und zwei- 
ten Kammer ist kein Ventil vorgesehen. Ein dritter Anschluss 
11 kann uber einen dritten Kanal 12 mit dem ersten Zylinder 2 
verbunden sein. Die Zylinder 2, 3 konnen an den Enden, von 
denen sich die Kanale 6, 8 erstrecken z. B. spitz zulaufend 
ausgebildet sein. Der Kolben kann auch spitz zulaufend sein, 
so dass das Restvolumen sehr klein ist. Im Falle der Verwen- 
dung zylindrischer Kolben 4, 5 verbleibt somit bei vollstan- 
dig eingeschobenem Kolben 4, 5 das Restvolumen im Zylinder 2, 
3. In dem Restvolumen kdnnen vorteilhaf terweise die magneti- 
schen Partikeln mittels des Magnetfelds festgehalten und dort 
angereichert werden. 

Die Vorrichtung kann ferner mit vier Durchbriichen 13 zur Be- 
festigung in einer Aufnahme einer Einrichtung (hier nicht ge- 
zeigt) zur automatischen Betatigung der Kolben 4, 5 versehen 
sein. 
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In Fig. 2 ist eine zweite erf indimgsgemafie Vorrichtung ge- 
zeigt. Im Gegensatz zu der in Fig. i gezeigten eTsten Vor- 
richtung verbindet hier der Verbindungskanal 10 den erst en 
Kanal 6 mit dem zweiten Kanal 8. Die Zylinder 2, 3. sind im 
Bereich der Kanale 6, 8 nicht spitz zulaufend ausgebildet. In 
Pig. 2 sind ferner Schubstangen 14 gezeigt, die Bestandteil 
einer hier nicht naher erlSuterten Einrichtung zur automat i- 
schen Betatigung der Kolben 4, 5 sind. Die in Fig. 2 gezeigte 
Vorrichtung umfasst neben dem ersten 2 und dem zweiten Zylin- 
der 3 drei weitere Zylinder 15, die jeweils mit weiteren Kol- 
ben 16 versehen sind. Jede der weiteren Zylinder 15 weist an 
einem den weiteren Kolben 16 gegeniiberliegenden Ende der wei- 
teren Zylinder 15 einen sich erstreckenden weiteren Kanal 17 
auf, der mit dem Verbindvingskanal 10 verbianden ist. 

In der zweiten Kammer sind hier eine Lysef liissigkeit L und 
"magnetic beads" bzw. magnetische Partikel 18 vorgelegt . Eine 
der weiteren Zylinder 15 und Kolben 16 bildenden weiteren 
Kammern enthalt Waschflussigkeit W, eine andere weitere Kam- 
mer eine Elutionsflussigkeit E. Die in der Mitte der Vorrich- 
tung vorgesehene weitere Kammer dient der Aufnahme von zu 
verwerfenden Flussigkeiten. Die erste Kammer dient der Auf- 
nahme einer (hier nicht gezeigten) Probenf liissigkeit . 

Das Verfahren wird nun anhand der in Fig. 3a bis 3h gezeigten 
dritten Vorrichtung naher erlautert. Die dritte Vorrichtung 
ist ahnlich der in Fig. 2 gezeigten zweiten Vorrichtung aus- 
gestaltet. Es fehlen hier lediglich die weiteren Kammern 15. 

In Pig. 3a ist der erste Kolben 4 vollstandig in den ersten 
Zylinder 2 eingeschoben . Die erste Kammer hat in diesem Zu- 
stand praktisch kein Volumen. In dem zweiten Zylinder 3 ist 
der zweite Kolben 5 etwa zur Halfte eingeschoben. In der so 
gebildeten zweiten Kammer sind die Lysef lussigkeit L sowie 
die magnetischen Partikel is vorgelegt. Die magnetischen Par- 
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tikel 18 sind derart beschichtet, dass daran die nachzuwei- 
senden Biopolymere binden konnen. Die Oberflache der magneti- 
schen Partikel 18 karm Stoffe wie Silika oder Glastnilch ent- 
halten. Solche Stoffe binden Nukleinsauren. Weiterhin konnen 
auf der Oberflache der superparamagnetischen Partikel 18 spe- 
zifische Liganden, wie Antikorper, Kohlenhydrate, Peptide, 
Thiole, Metall-lonen, peptidomimetische Stoffe, Lipide, Phos- 
pholipide, Lectine, Antigene, Rezeptoren oder 01 igonukleotide 
gebunden sein. Das Gesamtvolumen der magnet ischen Partikel 18 
ist im Verhaltnis zum maximalen Volumen der ersten oder zwei- 
ten Kanuner klein. Die in Fig. 3a gezeigte Vorrichtung ist, 
ggf . auch unter Weglassung der Schubstangen 14, eine fnogliche 
Lieferform. Die Vorrichtung kann als Einwegkassette in eine 
entsprechende Einrichtung zur autoraatischen Betatigung der 
Kolben 4, 5 eingesetzt werden. Im Weiteren wird auf die ein- 
zelnen Verf ahrensschritte eingegangeh. 

In Fig. 3b ist ein den ersten Anschluss 7 verschliefiender 
Kunststofffilm oder Septum (hier nicht gezeigt) mit der In- 
jektionsnadel einer Injektionsspritze 19 durchstofien. In der 
Injektionsspritze 19 ist Probenf IGssigkeit P aufgenommen. Es 
wird mittels einer der Schubstangen 14 der zweite Kolben 5 
festgehalten. Gleichzeitig wird mittels der Injektionsspritze 
19 die Probenflussigkeit P in den ersten Kanal 6 gedriickt 
Der erste Kolben 4 wird nicht festgehalten; er ist verschieb- 
bar. Infolgedessen wird die Probenflussigkeit P - wie in Fig. 
3c gezeigt ist - in die erste Kammer 2 gedriickt. AnschlieiSend 
wird der Anschluss 7 verschlossen. Das kann beispielsweise 
durch ein hier nicht gezeigtes Ventil, z. B. ein Ventil, wel- 
ches eine Stromung nur in eine Richtung ermoglicht, erfolgen. 

Die Lyseflussigkeit L und die Probenflussigkeit P werden dann 
durch wechselweise Bewegung des ersten 4 und des zweiten Kol- 
bens 5 in Richtung des ersten 6 bzw. des zweiten Kanals 8 
uber den Verbindungskanal 10 zwischen der ersten 2 und der 
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zweiten Kammer .3 hin- und hergepumpt . Die Bewegung der Kolben 
4, 5 erfolgt durch abwechselnde Aktivierung der "Schubstangen 
14. Die jeweils nicht aktivierte Schiibstange 14 ubt dann kei- 
nen Widerstand gegen die Bewegung des jeweiligen Kolbens 4, 5 
aus. D.h., durch Drucken des ersten 4 bzw. des zweiten Kol- 
bens 5 in- Richtung des ersten 6 bzw. zweiten Kanals 8 wird 
der jeweils andere Kolben durch die in die jeweils andere 
Kammer gedruckte Flussigkeit zuruck bewegt . Durch das Hin- 
und Herbewegen der FlQssigkeit wird die Lysef liissigkeit L mit 
(ier Probenf liissigkeit P intensiv gemischt. Die Probenf liissig- 
keit P erfahrt beim Hindurchdriicken durch die Kanale 6, 8, 10 
eine extreme Beschlevinig\ang . Die dabei erzeugten Scherkrafte 
unterstiitzen den Aufschluss der organischen Siibstanz und die 
Freisetzting der Biopolymere, z. B. DNA. In der Probenf liissig- 
keit P befinden sich nun z. B. Zellbruchstiicke und DNA. Die 
DNA bindet an die frei in der Probenf liissigkeit P beweglichen 
magnetischen Partikel 18. ' 

AnschlieSend wird beispielsweise iiber einem in der Nahe der 
Offnxong des zweiten Kanals 8 befindlichen Abschnitt der zwei- 
ten Kammer 3 mittels eines Magneten 2 0 ein Magnetfeld ange- 
legt. Infolgedessen werden die magnetischen Partikel 18 mit 
den daran gebiandenen Biopolymeren in diesem Abschnitt gehal- 
ten. Das Volumen der Probenf liissigkeit in der zweiten Kammer 
wird durch Niederdriicken des zweiten Kolbens 5 auf den Ab- 
schnitt verkleinert, in dem die magnetischen Partikel 18 fi- 
xiert sind. Das Restvolumen der Probenf liissigkeit wird urn ein 
Vielf aches verkleinert gegeniiber deren Ausgangsvolumen . Das 
Restvolumen betr^gt zweckmaSigerweise zwischen 1 bis 100 /il. 

Dann wird das Magnetfeld entfernt. Das kann z. B. durch Ent- 
femen des Magneten 20 geschehen. Das kann aber auch dadurch 
geschehen, dass.ein ggf. vorhandener Elektromagnet abgeschal- 
tet wird. Der zweite Anschluss 9 wird geSffnet. AnschlieSend 
kann - wie in Fig. 3h gezeigt - durch weiteres Niederdriicken 
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des zweiten Kolbens 5 das die magnetischen Partikel 18 mit 
den daran gebundenen Biopolymeren enthaltene verbliebene Pro- 
benvolumen durch den zweiten Anschluss 9 entleert werden. 

5 In Zusammensicht mit Fig. 2 wird deutlich, dass auch eine an- 
dere Verfahrensfiihrung moglich ist. Das Verfahren kann auch 
so gefuhrt werden, dass die jeweils in Fig. 3h gezeigte in 
der ersten Kammer 2 aufgenommene zu verwerfende Probenfliis- 
sigkeit in eine besondere weitere Kammer 15 zur Aufnahme sol- 
^0 Cher Flxissigkeiten gepumpt wird. In Pig. 2 handelt es sich 

dabei urn die mittlere Kammer. Nach dem Aufschluss der organi- 
schen Substanz kann mit der in Fig. 2 gezeigten Vorrichtung 
ein Waschpuffer durch Hin- und Herbewegen der entsprechenden 
Kolben mit der die magnetischen Partikel 18 enthaltenden Pro- 
benfliissigkeit P gemischt werden. Analog zu dem in Fig. 3 be- 
schriebenen Verfahren konnen die magnetischen Partikel 18 in 
einem Restvolumen angereichert werden und anschlieSend durch 
Hin- und Herbewegen der entsprechenden Kolben mit einer Elu- 
tionsflussigkeit E gemischt werden. Bei der Elutionsf lussig- 
keit E kann es sich urn reines oder gepuffertes, niedrig-Salz- 
haltiges Wasser handeln. Je nach Art der verwendeten Be- 
schichtung der magnetischen Partikel 18 konnen der Losung 
auch pH-aktive Stoffe, chaotrope Stoffe, Chelatoren, Phos- 
phat, Liganden, Liganden-Analoga oder Peptide zugesetzt sein, 
welche Biopolymere freisetzen. - Anstelle einer Elution unter 
Verwendung einer Elutionsf lussigkeit ist es aber auch denk- 
bar, die Temperatur zu erhdhen.. Auch damit kann eine Elution 
erreicht werden. Durch die Behandlung mit der Elutionsf liis- 
sigkeit E werden die Biopolymere von den magnetischen Parti- 
30 keln 18 gelost. Die magnetischen Partikel 18 konnen durch An- 
legen eines Magnetfelds beispielsweise in der zweiten Kammer 
3 zuruckgehalten werden, wahrend die Biopolymere enthaltende 
Elutionsfliissigkeit E durch den zweiten Anschluss 9 entladen 
wird. Es hat sich als zweckm&Sigerweise erwiesen, die Eluti- 



20 



FOTMeVAraiiekleunlertagen 2003V4222S0-noveniber-af>-1ji]oe 



19 



onsflussigkeit .E auf ein Volumen von 5 bis 100 fil zu reduzie- 



ren. 



Nachfolgend wird ein Versuchsprotokoll unter Verwendung der 
in Fig. i gezeigten ersten Vorrichtung n^her erlautert . Zu- 
nachst wird mit einer Injektionsspritze entionisiertes Wasser 
toer den zweiten Anschluss 9 zugefiihrt, um Luft aus den Kana- 
len 6, 8, 10 und den Kammern 2, 3 zu entfernen. Zum vollstan- 
digen Entlfiften wird die Vorrichtung in eine geeignete Auf- 
nahme einer automat ischen Analysevorrichtung eingelegt. Mit 
einer solchen Vorrichtung werden die Kolben 4, 5 gemaS einem 
yorgegebenen Progranun bewegt und ggf ; vorgesehene Ventile ge- 
6ffnet und geschlossen. 

15 Zunachst wird das in den Kammern 2, 3 befindliche Wasser 
durch Bewegen der Kolben 4, 5 durch den ersten Anschluss 7 
herausgedriickt. AnschlieSend wird die erste Kammer 2 iiber den 
zweiten Anschluss 9 mit einer Mischung befiillt, welche 125 fjLl 
Lysepuffer, 360 ^1 Bindingpuf f er und 14 fil einer Suspension 
20 von magnetischen Beads 18 enthalt. Die Puffer und die magne- 
tischen Beads stammen aus: "chemagic DNA Blood 100 Kit" Be- 
stell-Nr. 01-01-1001 der Firma Chemagen. Dann wird als Probe 
100 (il in der Gerinnung, z. B. durch EDTA ( Ethyl endiamin- 
tetraacetat) gehemmtes, Blut in die erste Kammer 2 CJoer den 
zweiten Anschluss 9 zugefiihrt. Der zweite Anschluss 9 wird 
geschlossen. AnschlieSend wird bedingt durch abwechselndes 
Eindracken des ersten 4 und zweiten 5. Kolbens die aus der 
Probe und der Mischung bestehende Fliissigkeit zwischen der 
ersten 2 und der zweiten Kammer 3 etwa 10 mal hin- und herge- 
pumpt. Die erste Kammer 2 wird 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Es wird dann in der Kammer in der Nahe des Aus- 
gangs ein Magnet f eld angelegt, derart, dass die magnetischen 
Beads 18 in diesem Bereich festgehalten werden. Die in der 
ersten Kammer 2 enthaltene Fliissigkeit wird durch den ersten 
Anschluss 7 entfemt. Die kegelartige Aussparung der ersten 
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Kammer 2 in der Nahe des ersten Kanals 6 ist so ausgefiihrt, 
dass darin das Volumen der magnetischen Beads 18* auf genommen 
werden kann* 

5 AnschlieSend werden 300 (il eines Waschpuffers P3 des vorge- 
nannten Kits iiiber den zweiten Anschluss 9 in die erste Kammer 
2 zugefuhrt. Durch wechselweises Bewegen des ersten 4 und 
zweiten Kolbens 5 wird der Waschpuffer P3 mit den magneti- 
schen Beads 18 etwa 10 mal zwischen der ersten 2 und der 
10 zweiten Kammer 3 hin- und hergepumpt. Ein Magnetfeld liegt 
^ dabei nicht an. Es wird eine intensive Durchmischung der ma- 
^ gnetischen Beads und des Waschpuffers P3 gewahrleistet . 

AnschlieEend wird im Bereich der kegelartig ausgefuhrten Aus- 
15 sparung der ersten Kammer 2 wiederum ein Magnetfeld angelegt, 
so dass dort die magnetischen Beads 18 gehalten werden. Der 
Waschpuffer P3 wird uber den ersten Anschluss 7 entladen, Der 
beschriebene Waschvorgang kann einmal wiederholt werden. An- 
schlieSend wird mit einem weiteren Waschpuffer P4 des.vorge- 
20 nannten Kits gewaschen. 

AnschlieSend werden 600 [xl eines Waschpuffers P5 des vorge- 
nannten Kits bei anliegendem Magnetfeld langsam uber den 
zweiten Anschluss 9 in die erste Kammer 2 gefullt, Beim Be- 
fiillen ist darauf zu achten, dass ein aus den magnetischen 
Beads 18 gebildetes Aggregat moglichst erhalten bleibt. Nach 
etwa 1,5 Minuten wird* der Waschpuffer P5 liber den ersten An- 
schluss 7 entladen. Es. konnen also nacheinander verschiedene 
Waschpuf f er verwendet werden. Die Auswahl der Waschpuffer und 
30 die Anzahl der durch zufiihrenden Behandlungen mit den Wasch- 
puf fern richtet sich hach der jeweils verwendeten Probenflus- 
sigkeit . 

AnschlieSend werden uber den zweiten Anschluss 9 100 jxl Elu- 
35 tionspuffer des Kits in die erste Kammer 2 gefullt, wobei das 
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Magnetfeld nicht mehr anliegt. Nach einer Inkubation fur 10 
Minuten bei Raumtemperatur warden die magnetischen Beads 18 
durch wiederholtes Aktivieren des Magnet f elds, vorzugsweise 
unter Anderung der Feldstarke des Magnet f elds, mit dem Eluti- 
onspuffer in der ersten Kammer 2 gemischt. Das Magnetfeld 
wird fur eine Dauer von 5 Minuten angelegt und anschlieSend 
das Eluat <iber den ersten Anschluss 7 ent laden. Der Nachweis 
der im Eluat enthaltenden Biopolymere kann beispielsweise mit 
einer Light -Cycler -PGR erfolgen. Dabei zeigt sich, dass das 
Eluat ohne weiteres einer PGR zuganglich ist. Das Eluat ist 
insbesondere frei von PCR-inhibitoren. 

Insgesamt ist festzustellen, dass das vorgeschlagene Verfah- 
ren einfach und kostengunstig durchffihrbar ist. Die Probe 
kann hermetisch abgeschlossen von der Umwelt in einer einzi- 
gen, vorzugsweise als Einwegvorrichtung, ausgebildeten Kas- 
sette aufbereitet werden. Zur Erleichterung des Verfahrens 
konnen in den in der Kassette vorgesehenen Kammem bereits 
die zum Probenaufschluss und zur Anreicherung der darin.ent- 
haltenen Biopolymere erforderlichen Losungen und/oder magne- 
tischen Beads vorgelegt sein. In diesem Fall muss lediglich 
noch ein vorgegebenes Probenvolumen . zugegeben werden. Die 
Wahrscheinlichkeit einer Kontamination der Probe und/oder der 
Verwendung ungeeigneter Konzentrationen der zum Aufschluss 
der Probe verwendeten Losungen oder dgl . wird vermieden. Das 
Eluat- kann ohne weiteres, insbesondere automatisch und eben- 
falls unter hermetischem Abschluss, unmittelbar einer PCR- 
Analysenvorrichtung zugefuhrt werden. Damit ist es moglich, 
die Probenaufbereitung und die Analyse insgesamt so durchzu- 
fuhren, dass ein Eingriff von Laborpersonal lediglich zum 
Aufgeben der Probe erforderlich ist. 
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Bezugszeichenliste 

1 Behalter 

2 erste Kammer 

3 zweite Kammer 

4 erster Kolben 

5 zweiter Kolben 

6 erster Kanal 

7 erster Anschluss 

8 zweiter Kanal 

9 zweiter Anschluss 

10 Verbindungskanal 

11 dritter Anschluss 

12 dritter Kanal 

13 Durchbriiche 

14 Schubstangen 

15 weltere Kammern 

16 weitere Kolben 

17 weitere Kanale 

18 magnet ische Partikel 

19 Inj ektionsspritze 

20 Magnet 

P Pr obenf 1 us s i gke i t 

L Lysef liissigkeit 

W Waschflussigkeit 

E Elutionsf liissigkeit 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtiing zur kontaminationsf reien Aufbereitung Biopoly- 
mer-hal tiger Probenf lussigkeiten (P) , 

mit einer ersten.(2) und einer- zweiten Kammer (3), die.iiber 
einen Kanal (6, 8, 10) verbunden sind, 

wobei die erste Kammer (2) ein Mittel (4) zum reversiblen 
Verandern ihres Volumens und die zweite Kammer (3) ein rever- 
sibel veranderbares Volumen aufweist, 

wobei ein mit dem Kanal (6, 8, 10) oder einer der Karamem (2, 
3) verbiondener Anschluss (7, 9) zum Beladen der ersten (2) 
Oder der zweiten Kammer (3) mit einer Probenf lussigkeit vor- 
gesehen ist imd 

wobei die Kammern {2, 3) und der Kanal (6, 8, 10) als Einweg- 
vorrichtung ausgebildet sind. 

2. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Einwegvorrichtung ein nach Art einer Einwegkassette aus- 
gebildetes Gehause (1) aufweist, welches vorzugsweise aus 
Ktinststoff hergestellt ist. 

3. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste Kammer (2) als erster Zylinder ausgefuhrt ist, xind 
das Mittel zum Verandern des Volumens ein im ersten Zylinder 
gefuhrter erster Kolben (4) ist. 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die zweite Kammer (3) als zweiter Zylinder mit einem darin 
gefuhrten zweiten Kolben (5) ausgefuhrt ist. 
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5. Vorrichtung nach einetn der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Kolben (4, 5) gegen ein vollstandiges Hetausziehen 
aus den Zylindem mechanisch gesichert sind. 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der erste und der zweite Zylinder sich zum Rand des Ge- 
hauses (1) hin 6ffnen, so dass die Kolben (4, 5) von avilSen 
her betatigbar sind. 

7- Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei von einem dem ersten Kolben (4) gegenuberliegenden Ende 
des ersten Zylinders ein erster Kanal (6) sich erstreckt, der 
mit einem am Gehause (1) vorgesehenen ersten Anschluss (7) 
verbxinden ist. 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei von einem dem zweiten Kolben (4) gegenuberliegenden Ende 
des zweiten Zylinders ein zweiter Kanal (8) sich erstreckt, 
der mit dem ersten Kanal (6) oder der ersten Karamer (2) ver- 
bunden ist. 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei am Gehause (l) ein mit dem zweiten Kanal (8) in Verbin- 
dung stehender zweiter Anschluss (9) vorgesehen ist. 

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei mindestens eine weitere Kammer (15) mit einem, vorzugs- 
weise reversibel, verSnderbaren Volumen vorgesehen ist, die " 
Tiiber den ersten (6) oder zweiten Kanal (8) mit der ersten (2) 
und/oder zweiten Kammer (3) verbunden ist. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprxiche, wo- 
bei die weitere .Kammer (15) als ein im GehSuse (1) vorgesehe- 
ner weiterer Zylinder mit einem darin gefuhrten weiteren Kol- 
ben (16) ausgebildet ist, der an einem dem weiteren Kolben 
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(16) gegenuberliegenden Ende einen weiteren Kanal (17) auf- 
weist, der mit dem ersten (6) und/oder zweiten Kanal (8) ver- 
biinden ist. 

12. Vorrichtung nach einetn der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Achsen der Zylinder in einer Ebene liegen. 

13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Achsen der Zylinder parallel angeordnet sind. 

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei in einer der Katninern (2, 3, 15) eine Flussigkeit (L) zum 
Auf schlieSen von die Biopolymere enthaltender organischer 
Substanz, insbesondere Zellen, aufgenommen ist. 

15. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei in einer der Kammern (2, 3, 15) oder im Kanal (6, 8, 10) 
magnetische Partikel (18) aufgenommen sind, die an ihrer 
Oberflache Biopolymere binden konnen, 

16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die magnetischen Partikel (18) einen Durchmesser im Be- 
reich von 50 nm bis 50 /xm, vorzugsweise von 200nm bis 20/im, 
aufweisen. 

17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei ein Durchmesser der magnetischen Partikel (18) kleiner 
ist als ein Durchmesser der Kanale (6, 8, 10, 17), so dass 
die magnetischen Partikel (18) durch die Kanale (6, 8, 10, 
17) bewegbar sind. 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei ein Verhalt^iis des Durchmessers der magnetischen Partikel 
(18) zum Durchmesser des Kanals/der Kanale (6, 8, 10, 17) 
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kleiner als 1:5, vorzugsweise kleiner als 1:10/ besonders 
vorzugsweise kleiner als 1:50, ist, 

19. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
5 bei in einer der Kammern (2, 3, 15) eine Elutionsf lussigkeit 

(E) auf genommen ist. 

20, Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei zumindest in einer der Kanimem (2, 3, 15) eine Waschflus- 

10 gigkeit (W) aufgenotnmen ist. 

^ 21. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der /die Anschluss/Anschlusse (7, 9) jeweils mit einem 
Verschluss verschlieSbar ist/sind. 

15 

22. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der/die Anschluss/Anschlusse (7, 9) mindestens ein Ventil 
zum wahlweisen VerschlieSen eines Anschlusses oder Kanals (6, 
8, 10, 17) vorgesehen ist. 

20 

23. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei bei geschlossenem/n Anschluss/Anschlussen die Kammern (2, 
3, 15) f lussigkeitsdicht gegenuber der Umgebung abschlossen 
sind. 

25 

24. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche , wo- 
bei das Gehause (1) ein Mittel (13) zum Anbringen in einer 
korrespondierenden Aufnahme einer Einrichtung zum automat i- 
schen Andem des Volumens mindestens einer der Kammern auf- 

30 weist. 

25. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Kanale .(6, 8, 10) \ind/oder die Kammern (2, 3,15) mit 
Plussigkeit gefvillt sind. 

35 
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26. Verfahren zum kontaminationsf reien Aufbereiten Biopoly- 
mer-haltiger Probenf liissigkeiten (P) mit einer vbrrichtung 
nach einem der Anspruche 14 bis 24 mit folgenden Schritten: 

5 Einfiihren eines vorgegeben Volumens der Probenf lussigkeit (P) 
durch den ersten .Anschluss (7) in die erste (2) oder die 
zweite Katnmer (3) , 

. Unterbrechung einer durch den ersten Anschluss (7) gerichte- 
10 t.en Stromung , 

^ Hin- und Herbewegen der Probenf lussigkeit (P) zwischen der 
ersten (2) und der zweiten Kanunaer (3) , so dass die Proben- 
flussigkeit (P) mit magnetischen Partikeln (18) gemischt wird 

15 und die in der Probenf lussigkeit (P) enthaltenen Biopolymere 
an die magnetischen Partikel (18) gebunden werden, 

Entladen der Biopolymere liber einen Anschluss (7, 9) . 

20 27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei zur Unterbrechung der 

durch den ersten Anschluss (7) gerichteten Stromung der erste 
Anschluss (7) verschlossen wird. 

^ 28. Verfahren nach einem der Anspruche 26 oder 27, wobei die 
25 Biopolymere Nukleinsauren sind. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 28, wobei die 
Biopolymere uber den ersten Anschluss (7) oder den zweiten 
Anschluss (9) entladen werden. 

30 

30, Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 29, wobei die 
Biopolymere gebunden an die magnetischen Partikel (18) oder 
getrennt von den magnetischen Partikeln (18) entladen werden. 
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31. Verfahren nach Anspruch 26 bis 30, wobei die magnetischen 
Partikel (18) in einer der Kammern (2, 3) vorgelegt sind. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 31, wobei die 

5 Probenfliissigkeit (P) durch abwechselndes VergroSern und Ver- 
kleinern des Voluraens der ersten Karraner (2) hin- und herbe- 
wegt wird. 

33 • .Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 32, wobei die 
10 Probenflussigkeit (P) durch abwechselndes Drucken des ersten 




(4) und zweiten Kolbens (5) hin- und herbewegt wird. 



34. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 33, wobei die 
Probenflussigkeit (P) zum Auf schlieSen mit Ultraschall behan- 

15 delt wird. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 34, wobei die 
Probenflussigkeit (P) zum AufschlieSen mit einer, vorzugswei- 
se in einer der Kammern (2, 3) vorgelegten, Flussigkeit (L) 

20 zum AufschlielSen gemischt wird. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 35, wobei die 
magnetischen Partikel (18) mit den daran gebundenen Biopoly- 
meren durch Erzeugen eines Magnet f elds in einem vorgegebenen 

25 Abschnitt einer, vorzugsweise der ersten (2) oder zweiten, 

Kammer (3) gehalten und dann eine um den an die magnetischen 
Partikel (18) gebundenen Anteil der Biopolymere verarmte 
Restflussigkeit (R) aus der betreffenden Kammer (2,. 3) zu ei- 
nem wesent lichen Teil entfernt wird, 

30 

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei der vorgegebene Ab- 
schnitt in der Nahe der Offnung des Kanals (6, 8) sich befin- 
det . 
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38. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, wobei eine in einer. 
weiteren Kammer (15) vorgelegte Waschf Ixissigkeit (W) mit den 
magnet ischen Partikeln (18) , vorzugsweise durch Hin- und Her- 
bewegen zwischen der Kammer (2, 3) und der weiteren Kammer 
(15) , gemischt wird. 

39. Verfahren riach Anspruch 38, wobei die magnetischen Parti- 
kel (18) durch emeutes Erzeugen eines Magnet f elds in dem 
vorgegebenen Abschnitt gehalten und dann die Waschf Ixissigkeit 
(W) aus der betreffenden Kammer (2, 3) zu einem wesentlichen 
Teil entfemt wird. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, wobei eine in einer weiteren 
Kammer (15) vorgelegte Elutionsf liissigkeit (E) mit den magne- 
tischen Partikeln (18) , vorzugsweise durch Hin- und Herbewe- 
gen der Elutionsf lussigkeit (E) zwischen der Kammer (2, 3) 
und der weiteren Kammer (15) , gemischt wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei die magnetischen Parti- 
kel (18) durch emeutes Erzeugen eines Magnetfelds in dem 
vorgegebenen Abschnitt gehalten und dann die die Biopolymere 
enthaltende Elutionsf lussigkeit (E) aus der betreffenden Kam- 
mer 2u einem wesentlichen Teil entladen wird. 

42. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 41, wobei zu 
verwerfende Proben- (P) , Rest- (R) , Waschf lussigkeit (W) oder 
die magnetischen Partikel in einer der Kaitunern (2, 3, 15) ge- 
saramelt und nach dem Entladen, vorzugsweise zusammen mit dem 
Gehause (1) , verworfen wird/werden. 

43. Verfahren nach einem der Ansprtiche 26 bis 42, wobei au- 
Ser der Probenf lussigkeit keine weitere Flvissigkeit in das 
aus den Kammern. (2, 3, 15) vnd Kan^len (6, 8, 10) gebildete 
System eingefuhrt wird. 
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Fig. 3f 




F/g. 3h 
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Zusatnmenf a s sung 



trexen Aufbereitung Biopolymer-haltiger Probenflflssigkeiten 

mlt einer ersten (2) und elner zweiten Kammer (3) , die Ober 
exnen Kanal (6, 8, 10) verbunden slnd, ' ' ' "ber 

wobai die erste Ka™„er (2) ein Mittel (4) zum reversiblen 
veraadem ihres Volumen. und die zwelte Kar^r ,3, eln "ver 
3xbel vertaderbares Volumen aufwelst, 

3) verbundener Anschluss (7. 9) zum Beladen der ersten (2) 

wobei die Kammern (2, 3) und der Kanal (6 8 lol «1« t.^ 
0 vorrxchtung ausgebildet sind. 



ft 



Fig- 3a 
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